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© Elektrophoresevorrichtung und ihre Verwendung 

® Es wird eine Vorrichtung zur elektrophoretischen Auf- 
trennung von Moiekulen beschrieben, die mindestens 
eine eine obere und eine untere Seite aufweisende Platte 
umfasst sowie einen zur Aufnahme mindestens eines er- 
sten Trenn mediums ausgebildeten ersten Trennkanal, 
mindestens einen hierzu orthogonal verlaufenden zur 
Aufnahme eines zweiten Trenn mediums ausgebildeten 
zweiten Kanal sowie ggf. Einrichtungen zum Befullen der 
Vorrichtung mit Reagenzien, Losungsmitteln, Puffer, 
Trennmedien und/oder zum Beladen mit einer aufzutren- 
nenden Probe sowie Anschlusse zum Anlegen von elektri- 
scherTrennspannung an die Trennkanale. In der Vorrich- 
tung ist der erste Trennkanal auf der oberen Plattenseite 
angeordnet und weist zu der unteren Plattenseite minde- 
stens eine erste Offnung auf, wobei der zweite Trennkanal 
auf der unteren Plattenseite angeordnet ist und minde- 
stens eine zweite Offnung aufweist. Die erste Offnung des 
ersten Kanals und die zweite Offnung des zweiten Kanals 
. sind miteinander verbunden. 




in 

CM 
CO 



LU 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 09.02 202 460/20 1/7 A 



7 



1 

Beschreibung 



DE 101 13 257 C 1 



[0001] Die vorliegende Erfindung betriffi eine Elektro- 
phoresevorrichtung. Die Erfindung betrifft weiterhin die 
Verwendung dieser Vorrichtung zur Durchfuhrung einer 2D- 
elektrophoretiscben Auflrenniing von Makromolekulen, bei 
dern diese Vorrichtung verwendet wird, 
[0002] Ein ubliches Verfabren zur Auftrennung von bei- 
spielsweise komplexen Proteingemischen ist die zweidi- 
mensionale Gelelektrophorese (2D-Gelelektrophorese). 
Dieses Verfahren besteht iiblicherweise aus zwei separat 
nacheinander ausgefuhrten Elektrophoreseschritten, und 
zwar einer isoelektrischen Fokussierung (TRF) (l. Dimen- 
sion) und einer denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel- 
elektropborese CSDS-PAGE)(2. Dimension). Die IEF wird 
in der Regel in Polyacrylamidgelstreifen oder -gelstabchen 
mit immobilisierten pH-Gradienten ausgefuhrt Immobili- 
sierte pH-Gradienten zeichnen sich dadurch aus, dass das 
Polymer die Puffersubstanzen kovalent gebunden enthalt, 
sie miissen nicht mehr zusammen mit der Probe aufgetragen 
werden. Der Gradient ist somit im Gel fixiert. Altemativ 
dazu kann normales Polyacrylamidgel verwendet werden, 
wenn Ampholyte mit der Probe aufgetragen werden. Der 
feststehende pH-Gradient wird dadurch erzielt, dass die je- 
weiligen Enden des Gels in einen sauren Puffer (Anolyt) 
und einen basischen Puffer (Katolyt) eingetaucht werden. In 
einem anscblieBend angelegten elektrischen Feld wandern 
die Ampholyten in ihren spezifischen isoelektrischen Be- 
reich und etablieren und stabilisieren so den pH-Gradienten. 
Die zu analysierenden Molekule wandern im elektrischen 
Feld bis zu derjenigen Position, an denen der Gradient einen 
pH-Wert aufweist, der dem isoelektrischen Punkt des Mole- 
kiils entspricht Die Trennung der Proteine in dieser 1. 
[0003] Richtung erfolgt somit unabhangig von'deren 
GroBe oder Beweglichkeit, sondem ausschlieBlich nach de- 
ren isoelektrischen Eigenschaften. Die Gelstreifen bzw. Gel- 
stabchen werden nach Beendigung der IEF, ggf. nach Be- 
handlung in separaten GefaBen mit verschiedenen Mobili- 
sierungs- und Waschpulvern und auf ein meist vertikales, in 
eine Elektrophoreseapparatur eingesetztes SDS-PAGE-Gel 
gelegt Durch Anlegen einer Spannung werden die Proteine 
aus dem Gelstreifen/Gelstabchen der 1. Dimension in das 
SDS-PAGE-Gel transportiert und dort in einer 2. Richtung 
nach ihrer Molekiilmasse aufgetrennt 
[0004] Beide Verfahren lassen sich prinzipiell auch kapil- 
lar-elektrophoretisch umsetzen und werden da als CIEF 
bzw. CGE bezeichnet. 

[0005] Nach der ersten Veroffentlichung eines 2D-Elek- 
trophoreseverfahrens (P. H. CFarrel 1975 J. Biol. Chem. 
250, 4007-^021) wurden Methoden und Gerate entwickelt, 
welche die Durchfuhrung beider Verfahren in einer Appara- 
tur bzw. in einem Gel ermoglichen sollten (I Shevitz 1983: 
Electrophoretic system and method for multidimensional 
analysis; US- A-4,3 85,974 und S. A. Hoefer 1978: Fluid Iso- 
lation electrophoresis apparatus and method; US-A- 
4,101,401). Darin sind auch bereits Ansatze zur parallelen 
Verarbeitung mehrerer Proben beschrieben. So konnen mit 
kommerziell erhaltlichen Systemen (Dalt-Systern, Hoefer 
Scientific Instruments, San Francisco, CA, USA) bis zu 12 
Proben gleichzeitig der IEF unterzogen werden und bis zu 
10 SDS-PAGE-Gele in einem Arbeitsgang laufen gelassen 
werden. Eine deutliche Miniaturisierung dieser Eiektropho- 
rese- Verfahren wurde bislang durch die Verkleinerung der 
Gele und Einfuhrung eines teilautomatisierten Elektropho- 
resesystems erreicht 

[0006] In den letzten Jahren wurden auch die kapillar- 
elektrophoretischen Methoden mit den Mitteln der Mikrosy- 
stemtechnik weiter entwickelt. Die Tendenz geht dahin, 



Chips herzustellen, auf denen in miniaturisierter Form die 
Elektrophoreseelemente aufgebracht sind. Man kennt be- 
reits den Einsatz geeigneter Chips fur die CIEF von Protei- 
nen (O. Hofman, D. Che, K. A. Cruickshank & U. MuUer 
5 1999: Adaptation of capillary isoelectric focusing to micro- 
channels on a glass chip. Anal. Chem. 71, 678-686 und J. 
Xu, L. Locascio, M. Gaitan & C. S. Lee 2000: Roomtempe- 
rature imprinting method for plastic microchannel fabrica- 
tion. Anal. Chem. 72, 1930-1933) als auch zur Proteintren- 
10 nung auf SDS-Gelbasis (S. Yao, D. S. Anex, W. B. Caldwell 
D. W. Arnold, K. B. Smith & P. G. Schultz 1999: SDS capil- 
lary gel electrophoresis of proteins in microfabricated chan- 
nels. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 5372-5377). So sind 
Losungen bekannt, die allgemein die Kombination zweier 
is zuemanderorthogonalerElekuxjphoresetechniken vorschla- 
gen, wie beispieisweise auch in der US-A-5,599,432 be- 
schrieben ist. 

[0007] Es ist allgemein bekannt, dass die konventionelle 
2D-Gelelektrophorese sehr zeitaufwendig ist Die Analyse 
20 einer Probe kann bis zu etwa 2 Tagen andauem. Aufgrund 
einer Vielzahl komplexer Arbeitsschritte kann das Verfahren 
nur von besonders geschultem Fachpersonal durchgefuhrt 
werden. 

[0008] Es hat sich herausgestellt, dass eine Automatisie- 
25 rung nur begrenzt moglich ist Bei teilautomatisierten, kom- 
merziell erhaltlichen Systemen (z. B. Phastsystem) sind im- 
mer noch zahlreiche manuelle Arbeitsschritte notwendig. 
Die Dimensionen der bislang verwendeten Gelapparaturen 
erlauben nur in geringem Umfang Parallelanalysen (ca. 10 
30 Proben), aber keine Hochdurchsatzanalysen. 

[0009] In der US-A-4,385,974 werden ein zweidimensio- 
nales Trennverfahren und eine Appararur beschrieben, mit 
der sowohl IEF als auch eine dazu senkrecht stehende SDS- 
PAGE nacheinander durchgefuhrt werden konnen, ohne 
35 dass eine Bewegung von Gelen oder Gelstiicken erforder- 
lich ist Dabei wird zwischen dem IEF-Gel und der SDS- 
PAGE eine nicht elektrisch leitende Hussigkeitssperre, vor- 
zugsweise aus Glycerin, angeordnet, die nach Beendigung 
des ersten JEF-Trennschrittes mittels einer Spitze abgesaugt 
40 und durch einen mit Acrylamid versetzten Aquilibrierungs- 
puffer ersetzt wird. Bei diesem Verfahren sind jedoch noch 
weitere zahlreiche manuelle Arbeitsschritte notwendig: das 
Giefien und Polymerisieren des SDS-PA-Gels, das tiber- 
schichten mit Glycerin, das GieBen und Polymerisieren des 
45 IEF-Gels, der Einbau der Gelkassette in die Vorrichtung, das 
Befullen des Reservoires etc. Damit schlieBt dieses kom- 
plexe Verfahren eine umfassende Automatisierung aus. 
[0010] Die Verwendung eines einzigen Plattengels fur 
beide Arbeitsschritte, wie dieses in der US-A-4, 101,401 be- 
50 schrieben ist, fuhrt zu einer unzureichenden Aufiosung der 
Proteinbanden, weil die Anforderungen an die Zusammen- 
setzung der beiden Trennmatrizes zu unterschiedlich sind. 
Es ist auch schon versucht worden eine mehrdimensionale 
Elektrophorese im MikromaBstab durchzufuhren. So sind in 
55 dem US-Patent Nr. 6,013,165 zwei Vorrichtungen beschrie- 
ben, von denen die erste fur die konventionelle Kombination 
aus IEF und SDS-PAGE geeignet ist und eine Kavitat auf- 
weist, wahrend die zweite ein von mehreren parallelen Mi- 
krokanalen durchzogenes Feld enthalt und zur Durchfuh- 
60 rung altemativer 2D-Methoden verwendet werden kann. 
Dabei werden keine Losungsansatze fur die Automatisie- 
rung der konventionellen Methode beschrieben, bei der un- 
ter anderem auch Umpufferungs- bzw. Proteinmobilisie- 
rungsschritte notwendig sind. 
65 [0011] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht 
darin, Elektrophoresesysteme bereitzustellen, die voUstan- 
dig automatisierbar sind und mit denen die Anzahl von ma- 
nuell notwendigen Arbeitsschritten verringert werden oder 
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sogar darauf verzichtet werden kann. Eine weitere Aufgabe 
besteht darin, die Durchfiihrung von Elektrophoresesyste- 
men soweit zu miniatuiisieren, dass mehrere bzw. viele 
chromatographische bzw. Geltrennungen parallel durchge- 
fuhrt werden konnen und dass die Trennung bzw. eine Ana- 5 
lyse beschleunigt wird. 

[0012] Diese Aufgaben wurden mit der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung gemaB der Merkmale von Anspruch 1 ge- 
lost Die Unteranspruche definieren bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen. 10 
[0013] Die erfindungsgemaBe Vorrichtung besteht in ihrer 
einfachsten Ausfuhrungsform aus einer eine obere und eine 
untere Seite aufweisende Platte. Diese Platte weist auf der 
einen, beispielsweise auf der oberen Seite, einen ersten 
Trennkanal auf und an der unteren Seite mindestens einen 15 
zum ersten Trennkanal orthogonal verlaufenden zweiten 
Trennkanal. Der erste Trennkanal ist in einer einfachen Aus- 
fuhrungsform als eine an der Plattenoberseite ausgebildete 
Ausnehmung oder Nut ausgebildet und weist mindestens 
eine Ofrnung zur Plattenunterseite auf, die als erste Offnung 20 
oder erste DurchtrittsofFnung bezeichnet wird. Der zweite 
Trennkanal ist in einer einfachen erfindungsgemaBen Aus- 
fuhrungsform ebenfalls als eine an der Oberflache der Plat- 
tenunterseite verlaufende langliche Ausnehmung gebildeL 
Dieser zweite Trennkanal verlauft zweckmaBigerweise bis 25 
zur unterseitigen ersten Offnung des ersten Kan als bzw. ver- 
lauft iiber diese Offnung hinaus. An der Stelle, an welcher 
der zweite Trennkanal auf die erste (untere) Ofrnung des er- 
sten Kanals trifft, d. h. an der Stelle an der beide Kanale auf- 
einandertrefFen bzw. sich kreuzen, entsteht im Boden des 30 
zweiten Trennkanals eine zur Platteninnenseite gerichtete 
Ofrnung, die als zweite Ofrnung des zweiten Kanals be- 
zeichnet wird. Uber diese Offnungen sind die beiden Trenn- 
kanale miteinander verbunden. Durch diese erfindungsge- 
maBe Anordnung der Trenn- bzw. Elektrophoresekanale, bei 35 
denen die Trenn- bzw. Laufstrecken der ersten und der zwei- 
ten Dimension in verschiedenen sich -nicht kreuzenden Ebe- 
nen liegen, ist es moglich eine einfache Elektrophoresevor- 
richtung als einfach herzustellenden Wegwerfartikel auszu- 
bilden. 40 
[0014] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
sind der erste Trennkanal und der zweite Trennkanal uber ei- 
nen Zwischenraum miteinander verbunden bzw. durch die- 
sen getrennt. Dabei ist der Zwischeraum zwischen der ersten 
Ofrnung des ersten Trennkanals und der zweiten Ofimung 45 
des zweiten Trennkanals angeordnet. An seine m oberen 
Ende miindet der Zwischenraum in die erste Offnung des er- 
sten Trennkanals und an seinem unteren Ende in die zweite 
Offnung des zweiten Trennkanals. 

[0015] Prinzipiell ist es moglich, die an einen Analyseau- 50 
tomaten adaptierbare und einschiebbare Vorrichtung ohne 
weitere Abdeckungen, d. h. mit offenen Kanaloberseiten zu 
verwenden. Dies gilt insbesondere dann wenn sie als Chip 
fur Analysegerate, insbesondere automatisch arbeitende Ce- 
rate, ausgebildet isL Es hat sich jedoch als zweckmaBig er- 55 
wiesen, die erfindungsgemaBe Vorrichtung an ihren Ober- 
und Unterseiten mit einer weiteren Platte oder einer Folie zu 
verschlieBen. Wird die Vorrichtung mittels weiteren Platten 
verschlossen, so ist es selbstverstandlich moglich, einzelne 
Elemente der Vorrichtung in den VerschlieB- bzw. Abdeck- 60 
platten anzuordnen. So ist es beispielsweise moglich, in ei- 
ner unteren Abdeckplatte auf deren oberen Seite den zwei- 
ten Trennkanal oder vorzugsweise eine Mehrzahl von zwei- 
ten Trennkanalen anzuordnen. Ebenfalls ist es moglich auf 
diesen Abdeck- oder Abdichtplatten Einrichtungen zum Be- 65 
fiillen der Vorrichtung mit Reagenzien, Losungsmitteln, 
Puffern, Trennmedien zum Einbringen bzw. AnschlieBen 
von Elektroden und/oder zum Beladen einer aufzutrennen- 



den Probe anzuordnen bzw. einzupragen, die ansonsten auf 
der den ersten Kanal aufweisenden Platte oder in der ein- 
stiickigen Ausfuhrung auf der einzigen Platte angeordnet 
sind. Die Abdeckplatten und die Hauptplatte konnen mit lib- 
lichen Klebe- bzw. Bondingverfahren miteinander verbun- 
den werden, wie beispielsweise Losungsmittelbonding. 
[0016] Die Platten selbst lassen sich mittels einfachen, 
dem Fachmann bekannten Verfahren, wie Spritzguss oder 
HeiBpragen herstellen. Vorzugsweise bestehen die Platten 
aus gangigen Prage- und Extrusions- oder Spritzgusstechni- 
ken zuganglichen Materialien. Als Beispiele fur ein geeig- 
netes Polymermaterial konnen PMMA, Polycarbonat, Poly- 
ethylenterephthalat, Polystyrol oderPDMS genannt werden. 
Vorzugsweise werden elastomere Kunststoffe verwendet. In 
einer Vielzahl von Fallen kann es bevorzugt sein die Platten 
aus einem durchsichtigen Kunststoff herzustellen, damit 
diese mittels bekannten Analyseabsorptionsverfahren zu- 
ganglich sind. Auf diese Weise ist es moglich, Analysever- 
fahren anzuwenden, wie sie dem Fachmann zum Auffinden 
und zur Konzentrationsbestimmung von bestimmten Protei- 
nen bekannt sind. 

[0017] In einer weiteren erfindungsgemaBen Ausfuh- 
rungsform ist hierzu die Riickseite der Vorrichtung mit ei- 
nem reflektierenden Material versehen. Auf diese Weise ist 
es moglich, dass beispielsweise eingestrahltes Licht einer 
bestimmten Wellenlange, beispielsweise die zweiten Trenn- 
kanale von oben durchdringt, wobei ein Teil des Lichtes an 
charakteristischen Wellenlangen von der zu analysierenden 
Substanz absorbiert wird. Nach Reflexion an der Unterseite 
durchdringt das Licht zum zweiten mal die zu analysierende 
Probe, wobei eine weitere Absorption stattfindet. Auf diese 
Weise laBt sich die Analyse verf einem und empfindlicher 
ausgestaiten. 

[0018] Der erste Kanal ist ublicherweise, jedoch nicht not- 
wendigerweise als ein zur Plattenoberseite offener Kanal 
ausgebildet Er weist ublicherweise einen runden, gewolb- 
ten, vorzugsweise jedoch rechteckigen und ggf. auch dreiek- 
kigen Querschnitt auf. Den rechteckigen Querschnitten ist 
ein quadratischer Querschnitt bevorzugt. In einer weiteren 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verjiingt sich der 
Querschnitt des ersten Kanals in Richtung auf die Plattenun- 
terseite. In Richtung auf die Plattenunterseite weist der erste 
Trennkanal auch eine erste Offnung auf. Dies bedeutet, dass 
er zur Plattenunterseite offen ist Durch diese Offnung kon- 
nen in der ersten Dimension aufgetrennte Analytmolekiile 
zu den zweiten Trennkanalen zur weiteren Auftrennung in 
der zweiten Dimension geleitet werden. In einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform ist der erste Trennkanal uber seine ge- 
samte Lange nach unten offen. 

[0019] An dieser zur Plattenunterseite hin liegenden er- 
sten Offnung ist in einer ebenfalls besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform eine insbesondere porose bzw. permeable 
Trennplatte angeordnet, welche den ersten Trennkanal nach 
unten begrenzt Diese Trennplatte ist jedoch fur Analytmo- 
lekule bzw. Probenmolekule sowie fur Elektrolyte und vor- 
zugsweise Losungsmittel durchlassig. Derartige Platten 
konnen aus beliebigen gegeniiber den Proben, angewende- 
ten Reagenzien oder Eiektrolyt-Pufferlosungen inerten bzw. 
kompatibien Materialien ausgebildet sein, wie beispiels- 
weise Agarose, porose Kunststoffe und/oder feste Gele. 
Prinzipiell ist es auch moglich nicht porose undurchlassige 
Plattenmaterialien zu verwenden, sofem diese mittels geeig- 
neter Losungsmittel oder Reagenzien entfembar oder poros 
gemacht werden konnen ohne das Analysesystem und die 
Analyten zu beschadigen. 

[0020] Der erste Kanal weist zweckmaBigerweise eine 
Lange von 1 bis 20 cm, vorzugsweise 1,5 bis 5 cm und vor- 
zugsweise mindestens eine Tiefe bzw. Breite von 20 pm, 
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zweckmaBigerweise mindestens 50 |im auf. Bevorzugte ma* 
ximale Tiefen bzw. Breiten betragen 2000 um, zweckmaBi- 
gerweise 1500 jim und insbesondere 1000 um. 
[0021] Der zweite Trennkanal weist ubiicherweise einen 
runden, viereckigen oder auch dreieckigen Querschnitt auf 5 
und ist vorzugsweise zur unteren Plattenseite hin liber seine 
gesamte Lange hinweg offen. ZweckmaBigerweise ist er als 
Kapillare ausgebildeL In einer besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform enthalt die Vorrichtung eine Vielzahl solcher 
zweiten Kanale, zweckmaBigerweise jedoch mindestens 10 
100, vorzugsweise mindestens 200, wobei mindestens 250 
besonders bevorzugt sind. Die Lange der zweiten Kanale 
betragt ubiicherweise 1 bis 20 cm, vorzugsweise 1,5 bis 
15 cm, wobei 2 bis 12 bzw. 5 bis 10 besonders bevorzugt ist. 
Die bevorzugte Breite betragt 5 bis 200 um, wobei 10 bis 15 
150 und 20 bis 100 besonders bevorzugt ist. Die ublichen 
Hefen entsprechen auch hier der Breite und betragen vor- 
zugsweise 5 bis 200, wobei 20 bis 100 um besonders bevor- 
zugt ist. 

[0022] Eine besonders bevorzugte erfindungsgemaBe 20 
Ausfuhrungsform weist zwischen dem ersten Trennkanal 
und dem zweiten Trennkanal einen Zwischenraum auf, der 
zweckmaBigerweise ebenfalls kanalformig ausgebildet ist 
und vorzugsweise langlich unterhalb des ersten Trennkanals 
verlaufL In einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungs- 25 
form weist er einen nach unten in Richtung zum zweiten Ka- 
nal sich verjungenden Querschnitt auf. Der Querschnitt des 
Zwischenraums ist insbesondere dreieckig bzw. trichterfor- 
mig ausgebildet und endet vorzugsweise in einem kleinen 
Sammelkanal, der seitlich bzw. von oben in die zweite Off- 30 
nung des oder der zweiten Trennkanale mundeL Der Zwi- 
schenraum, der vorzugsweise als Sammel- bzw. Konzentra- 
tionsraum dient, weist in seinem oberen Teil einen Quer- 
schnittsdurchmesser von vorzugsweise mindestens 20 um, 
insbesondere mindestens 50 um und vorzugsweise hoch- 35 
stens 2000 um, insbesondere hochstens 1500 um auf und in 
seinem unteren Teil vorzugsweise mindestens 5 um, insbe- 
sondere mindestens 10 um und zweckmaBigerweise minde- 
stens 20 um und vorzugsweise hochstens 400 um, insbeson- 
dere hochstens 200 um auf. 40 
[0023] Die erfindungsgemaBe Vorrichtung enthalt daruber 
hinaus Einrichtungen zur Aufnahine von Elektroden, Puf- 
ferelektrolytlosungen etc. bzw. Anschliisse zum Beladen 
und/oder Entfemen von Pufferlosungen, Elektrolytlosun- 
gen, Reagenzien, die mit den ersten und zweiten Trennkana- 45 
len bzw. dem Zwischenraum in fluider Kommunikation ste- 
hen. Da die in der erfindungsgemaBen Vorrichtung benotig- 
ten Mengen an Trennmitteln, Elektrolyt-Ampholyt-Reagen- 
zien- bzw. Pufferlosungen gering sind, ist es auch moglich 
diese in Vorratskammem bzw. Reservoiren direkt auf der 50 
Platte anzuordnen, beispielsweise in Form von Aussparun- 
gen und Ausnehmungen. 

[0024] Die Elektroden werden vorzugsweise direkt als 
metallische Leiter in der Vorrichtung angeordnet. Es ist je- 
doch auch moglich die Elektroden als Elektrolyte bzw. Elek- 55 
trolytlosungen auszubilden, welche dann die Trennkanale 
mit einem externen elektrischen Leiter verbinden. 
[0025] Als Trennmittel fur die erfindungsgemaBe Vorrich- 
tung eignen sich samtliche bekannten Mittel wie sie bei- 
spielsweise fur die isoelektrische Fokussierung verwendet 60 
werden. Fiir die zweiten Kanale sind ubiicherweise samtli- 
che Gele einsetzbar, wie sie ubiicherweise zur Kapillargel- 
elektrophorese und insbesondere zur PAGE-Elektrophorese 
verwendet werden. Eingesetzt werden konnen beispiels- 
weise Dextrane, Agarosen, Cellulosen, Polyvinylpyrroli- 65 
don, Polyvinylalkohol sowie Derivate der genannten Ver- 
bindungen und andere natiirliche oder synthetische Poly- 
mere sowie Mischungen daraus. Es ist jedoch erfindungsge- 



maB auch moglich die zweiten Trennkanale mit ublichen Se- 
parationsmedien zu beschicken, wie sie fiir chromatographi- 
sche Auftrennverfahren verwendet werden, d. h. wie sie bei- 
spielsweise in der Hochdruckchromatographie (HPLC) ver- 
wendet werden oder auch in der klassischen Saurenchroma- 
tographie wie Kieselgele oder Sepharhose. 
[0026] Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der er- 
findungsgemaBen Vorrichtung zur Analyse von Proben, zur 
Isolierung, praparativen Reinigung und Gewinnung von 
Substanzen, wie beispielsweise Proteine und/oder geladene 
Teilchen. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung hat sich beson- 
ders zur Analyse von Proteomen und Genomen als geeignet 
erwiesen. 

[0027] Bei der erfindungsgemaBen Verwendung wird ub- 
iicherweise derart vorgegangen, dass die Vorrichtung, die 
vorzugsweise als Chip, insbesondere miniaturisierter Chip, 
ausgebildet ist Sie wird durch EinfuUen einer Gelmatrix in 
den ersten Trennkanal oder ggf. uber Vorratskammem mit 
Hektrolyt- und/oder Pufferlosungen ggf. uber Vorratskam- 
mem beladen. Danach wird auf die Trenn- bzw. Gelmatrix 
eine Losung mit der zu analysierenden bzw. aufzutrennen- 
den, insbesondere Makromolekule enthaltenden, Probe auf- 
getragen. Nach dem Anlegen einer Spannung an die zu bei- 
den Seiten des ersten Trennkanals beispielsweise in die 
Hektrolyt- bzw. Puffervorratskammern eintauchenden 
Elektroden werden die zu analysierenden Analytmolekule 
elektrophoretisch aufgetrennt. Eine bevorzugte Elektropho- 
resemethode fur den ersten Trennkanal ist die isoelektrische 
Fokussierung. Nach Beendigung der isoelektrischen Fokus- 
sierung werden die Elektrolytlosungen entfernt bzw. ausge- 
tauscht und ggf. durch Mobilisationspuffer ersetzL 
[0028] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung wird 
dann der bis dato mit Luft bzw. einem nicht elektrisch leiten- 
den Mittel gefullte Zwischenraum mit einem Sammelgel ge- 
fullt. Diese Befullung sowie die Entfernung von Elektroly- 
ten und Puffern in den anderen Kanalen kann beispielsweise 
durch Ansaugen uber eine der Vorratskammem bzw. der 
zum Befullen und Entfemen vorliegenden Einrichtungen er- 
folgen. Sofem zwischen dem Zwischenraum, der vorzugs- 
weise als Zwischenkanal unterhalb des Trennkanals ange- 
ordnet ist, und dem ersten Trennkanal eine Trennplatte an- 
geordnet ist, so kann es bevorzugt sein in der SammelgeUo- 
sung des Zwischenraumes bzw, des damit eingefuhrten Puf- 
fers Mittel zu verwenden, welche die Trennplatte auflosen 
oder zumindest poros bzw. permeabei machen. 
[0029] Prinzipiell ist es auch moglich in den Zwischen- 
raum reaktive Substanzen einzufuhren. Solche Substanzen 
konnen beispielsweise Markersubstanzen, Immunoreagen- 
zien oder Substanzen fur Enzymreaktionen sein, so dass die 
Analytmolekule bei ihrem Durchtritt durch bzw. wahrend 
der Verweiidauer im Zwischenraum mit diesen reagieren. 
Weiterhin ist es beispielsweise moglich die Analytmolekule 
im Zwischenraum durch Acetylisierung oder Glykosylie- 
rung zu derivatisieren. Durch diese Derivatisierung wird un- 
ter Umstanden eine Markierung der Analytmolekule erst 
moglich. 

[0030] Danach werden die aufgetrennt an verschiedenen 
Steiien im ersten Trennkanal vorliegenden Analytmolekule 
mittels einer durch Elektroden erzeugten zwischen dem er- 
sten Trennkanal und dem zweiten Trennkanal angelegten 
gleichformigen Hochspannung aus dem ersten Trennkanal 
in das Sammelgel iiberfuhrt, wo die Analytmolekule auf- 
konzentriert werden. Diese Aufkonzentriemng wird durch 
die bevorzugte sich nach unten verjungende Querschnitts- 
form des Zwischenraumes noch erhoht. Vom Zwischenraum 
werden dann die Analytmolekule durch die angelegte Span- 
nung weiter durch die zweite Offnung der zweiten Trennka- 
nale in die zweiten Trennkanale transportiert und dort uber 
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die gleichen Elektroden oder ggf. durch weitere an den sich 
gegeniiberliegenden Enden der zweiten Trennkanale ange- 
ordneten Elektroden in den zweiten Trennkanalen weiter 
aufgetrennt. 

[0031] Der Nachweis der so aufgetrennten Analytmole- 
kiile erfolgt mittels iiblichen dem Fachmann bekannten Me- 
thoden, wie beispielsweise mittels Nachweis von radioakti- 
ver Strahlung, Farbetechniken und/oder durch Absorption 
und/oder Emission von licht, insbesondere UV- und UV- 
VIS-Licht. Die Verwendung der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung erfolgt vorzugsweise in hierfur geeigneten Analy- 
seautomaten. Sie ist besonders zur Auftrennung, Reinigung 
und Isolierung, sowie zur praparativen Gewinnung von 
RNA, DNA und Proteinen aus Genomen und Proteomen ge- 
eigneL 

[0032] Die beiden Figuren dienen zur Erlauterung der Er- 
findung. Es zeigen: 

[0033] Fig. 1 eine Darstellung einer einstiickigen Ausfuh- 
rungsfonn mit nur einer Platte; 

[0034] Fig. 2 eine schematische Darstellung einer zwei- 
stuckigen Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung; und 

[0035] Fig. 3 eine schematische Querschnittsansicht 
durch die zusammengesetzte Vorrichtung von Fig. 2, wobei 
ein Schnitt durch den ersten Trennkanal gemacht worden isL 
[0036] AUe zur Durchfuhrung von Elektrophoresesyste- 
men bendtigten Trenn- und Obergangsstrecken sowie die 
Strukturelemente zur Probenauftragung und Konzentrierung 
und Einrichtungen zur Zufuhrung von Trennmedien, Puffer- 
losungen und Reagenzien sind vorzugsweise, wie in Fig. 1 
dargestellt, auf einer einzigen Platte untergebrachL Prinzi- 
piefi ist es jedoch auch moglich einzelne Elemente auf sepa- 
raten Platten anzuordnen, welche dann beispielsweise als 
Abdeckplatten dienen, wie dies exemplarisch in Fig. *2 dar- 
gestellt ist, worin die erfindungsgemaBe Vorrichtung 100 
zum besseren Verstandnis in einer Anordnung aus zwei mi- 
kro-strukturierten Platten 100, 360 dargestellt ist 
[0037] Die Vorrichtung kann beispielsweise als nuniaturi- 
sierter Chip ausgebildet sein und die GrdBe einer Kredit- 
karte aufweisen. 

[0038] Die Platte 100 weist Vorratskammem 218, 219, 
318, 319 fur Puffer und/oder Elektrolydosungen und einen 
ersten Trennkanal 210 sowie eine mit ein em Zwischenraum 
250 kommunizierende Pufferzufuhrung 252 und eine Puf- 
ferableitung 253 auf. 

[0039] Die untere Plattenseite 300 von Fig. 1 bzw. die Bo- 
denplatte 360 von Fig. 2 weist eine Mehrzahl von darin aus- 
gebildeten zweiten Trennkanalen 310 auf. 
[0040] Der erste Trennkanal 210 weist normalerweise ei- 
nen rechteckigen Querschnitt auf. In einer Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung ist der erste Trennkanal 210 in 
seinem oberen Teil weit und in seinem unteren Teil eng aus- 
gebildet. Beispielsweise kann der Durchmesser im oberen 
Teil des ersten Trennkanals 210 im Bereich von 500 bis 
1000 um und der Durchmesser im unteren Teil des ersten 
Trennkanals 210 im Bereich von 20 bis 200 um liegen. 
[0041] In einer weiteren in Fig. 3 dargesteliten Ausfuh- 
rungsform weist der erste Trennkanal 210 eine Trennwand 
bzw. Trennplatte 220 auf, die poros bzw. permeabel ist oder 
die mittels geeigneten Mitteln nach der ersten Elektropho- 
rese (TEF) in einen porosen, permeablen Zustand uberfuhrt 
oder sogar ganz aufgeldst werden kann. Diese Trennwand 
220 trennt den ersten Trennkanal 210 von dem Zwischen- 
raum 250. Wie Fig. 3 zu entnehmen ist, lauft der Zwischen- 
raum 250 nach unten trichterformig zu und miindet in einen 
kleinen Sammel- oder Transfergang 256, der an der zweiten 
Offhung 316 des zweiten Kanals 310 endet 
[0042] Die Plattenunterseite 300 weist in der Regel meh- 



rere, zweckmaBigerweise mehrere hundert parallele zweite 
Trennkanale 310 auf. Die Platte 100 besteht bevorzugter- 
weise aus einem KunststofTmaterial. 

[0043] Die Trennkanale 310 der zweiten Dimension kon- 
5 nen beispielsweise wie folgt befullt werden: Die Offnungen 
der Reservoire 218, 219 und der Pufferzufuhrung 252 sowie 
der Pufferableirung 253 und die des ersten Trennkanals 210 
werden mit einem Klebeband, einer Folie oder einer Platte 
verschlossen (nicht dargestellt). Das Reservoir 31? wird mit 

10 einer Monomer- oder Polymerldsung befullL Als Mono- 
mere konnen hier beispielsweise samtliche fur derartige 
Verfahren ubliche Gel-bildende Monomere verwendet wer- 
den. Durch Anlegen eines leichten Unterdrucks an Reser- 
voir 318 wird die Losung in die Trennkanale 310 transpor- 1 

15 tiert, bis diese komplett befullt sind. Falls eine Monomerlo- I 
sung verwendet wird, so kann die Polymerisation in an sich II 
bekannter Weise durch bereits in der Losung enthaltene Ka- 1| 
talysatoren und/oder durch Belichtung bewirkt werden. 
[0044] Die Trennstrecke, die in etwa der Lange des ersten 

20 Trennkanals 210 in der Platte 100 entspricht und der ersten 
Dimension zuzuordnen ist, kann wie folgt befullt werden: 
Die Trennstrecke der ersten Dimension, also der erste 
Trennkanal 210, kann durch Einbringen einer Puffer-, Mo- 
nomer- oder Polymerlosung in Reservoir 218, 219 ggf. 

25 durch Anlegen eines Uber- oder Unterdrucks befullt wer- 
den. 

[0045] SchlieBlich kann dann die Trennstrecke, d. h. der 
erste Trennkanal 210 der ersten Dimension mit den Trenn- 
kanalen 310 der zweiten Dimension wie folgt verbunden 

30 • werden: Durch Einleitung einer Puffer-, Monomer- oder Po- 
lymerlosung in die Pufferzufuhrung 252 wird der Zwischen- 
raum 250 gefullt und dadurch eine Verbindung zwischen der 
ersten und der zweiten Dimension hergestellt Da der so mit 
einem Gel befullte Zwischenraum 250 ebenfalls zur Auf- 

35 trennung oder auch zur Durchfuhrung von Reaktionen ver- 
wendet werden kann, besteht die Moglichkeit, in einem Sy- 
stem bis zu drei verschiedene Trenn- bzw. Reaktionsmatri- 
zes zu verwenden. 

[0046] Wie bereits oben angesprochen wurde, laBt sich 

40 mit der erfindungsgemaBen als Chip ausgebildeten Analyse- 
vorrichtung hervorragend eine 2D-Elektrophorese durch- 
fuhren. In dem ersten Trennkanal 210, die der ersten Dimen- 
sion entspricht, wird die isoelektrische Fokussierung durch- 
gefuhrt. In den zweiten Trennkanalen 310 an der Plattenun- 

45 terseite 300, die der zweiten Dimension entsprechen, erfolgt 
dann mit den Analyten aus der isoelektrischen Fokussierung 
die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. 
[0047] In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Verwendung wird eine 2D-Gelelektrophorese wie folgt 

50 durchgefuhrt. Die isoelektrische Fokussierung wird im er- 
sten Trennkanal 210 durchgefuhrt. Dazu wird eine Gelma- 
trix in den ersten Trennkanal 210 eingefullt, wahrend Elek- 
trolydosungen in die Pufferreservoires 218, 219 gegeben 
werden. Wie beispielsweise auch aus Fig. 3 zu ersehen ist, 

55 ist der erste Trennkanal 218 zur Durchfuhrung der isoelek- 
trischen Elektrophorese durch eine Trennwand 220 und ei- 
nen zunachst Luft- oder einen nicht leitenden Losungsmit- 
tel-gefullten Spalt von den z. B. mit Polyacryhamid gefuU- 
ten Trennkanalen 310 getrennt 

60 [0048] Nach dem Einbringen des rEF-Trennmediums 
(z. B. einer Ampholytlosung in Agarose oder Polyacry la- 
mid) in den oberen Teil des ersten Trennkanals 210, von 
Saure und Lauge in die dafur vorgesehenen Reservoixes 
218, 219 als Elektrolydosungen und der Proteinprobe wird 

65 eine elektrische Spannung nach einem festgelegten Proto- 
koll angelegt. Nach Beenden der isoelektrischen Fokussie- 
rung werden die IEF-Elektrolydosungen abgeleitet und ein 
weiterer Elektrophoresepuffer in die Pufferreservoires 218, 



DE 101 13 257 C 1 



219 eingeleitet 

[0049] Gegebenenfalls wird die alte Elektrolytlosung erst 
gegen eine Mobilisierungslosung ausgetauscht Nach einer 
Inkubationsphase wird dann diese Losung durch Elektro- 
denpuffer ersetzt. 5 
[0050] Dann wird der imter dem ersten Trennkanal 210 
liegende Zwischenraum 250 iiber die Zufuhrung 252 mit 
Sammelgellosung gefiillt. Durch Ansteuerung von Elektro- 
den in den Reservoires 318, 319 und dem ersten Trennkanal 
210, (218, 219) mit Hochspannung werden Analytmolekule io 
aus dem oberen Teil des ersten Trennkanals 210 durch die 
Trennwand 220 in den trichterformigen Teil des Zwischen- 
raumes 250 transportiert. An dieser Stelle kommt es zur 
Konzentration der Analytmolekule. Durch Anlegen einer 
weiteren Spannung werden die konzentrierten Analytmole- 15 
kiile in die zweiten Trennkanale 310 hineindosiert, wo sie 
dann gemafi ihrer Molekiilmasse aufgetrennt werden und 
anschlieBend im Chip optisch durch die Plattenoberseite200 
oder Unterseite 300 oder mit anderen Mitteln durch zusatz- 
liche integrierte Strukturen nachgewiesen werden konnen. 20 
[0051] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die 
Sammelgutlosung eine Substanz zur Permeabilisierung der 
Trennwand 220 in dem ersten Trennkanal 210. 
[0052] Mit dem ernndungsgemafien 2D-gelelektrophore- 
tischen Verf ahren konnen alle Gemische von Makromolekii- 25 
len effektiv aufgetrennt werden, als Beispiele konnen hier 
Proteingemische oder Nukleingemische genannt werden. 
[0053] Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemafien 
Chips besteht darin, dass das gesamte mikrofluidische 
Trennsystem in zwei bzw. drei unabhangig voneinander be- 30 
fullbare dreidimensional angeordnete Kompartimente auf- 
geteilt ist, wobei alle diese Kompartimente in dem Chip in- 
tegriert sind. Diese Aufteilung ermoglicht eine Durchfuh- 
rung beispielsweise der konventionellen 2D-Gelelektropho- 
rese im miniaturisierten Mai3stab auf einem Chip, der mit- 35 
tels eines geeigneten Betreibergerates voll automatisch be- 
trieben werden kann. Von besonderem Vorteil ist die Ver- 
wendung des trichterformigen Zwischenraums 250 zur Pro- 
benkonzentrierung. Herrscht ein elektrischer Potentialgra- 
dient iiber dieser Struktur, so erfolgt aufgrund der besonde- 40 
ren Geometrie, was auf die Verjungung des Trichters und 
damit auf die zunehmende Dichte der elektrischen Feldli- 
nien zuruckzufuhren ist, eine raurnliche und zeitliche Auf- 
konzentration geladener Analytmolekule. Der erfindungsge- 
maBe Chip ermoglicht die Kombination der Leistungsfahig- 45 
keit der konventionellen 2D-Gelelektrophorese mit der ho- 
hen Aufldsung der Kapillarelektrophorese und der Verkiir- 
zung der Analysezeiten durch Ubertragung auf Mikrostruk- 
turen. Die Anordnungen von Zufuhrungen und Vorratskam- 
mem bzw. Reservoires auf der Vorrichtung, sowie die Aus- 50 
bildung miniaturisierter Chips, insbesondere Fertigchips, er- 
moglicht die Automatisierung der kompletten Analyse. 
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Bezugszeichenliste 



55 



100 Hauptplatte 
200 Plattenoberseite 
300 Plattenunterseite 
210 erster Kanal 

212, 214 gegeniiberliegende Enden des ersten Kanals 60 
216 erste Offnung 

218 mit dem Ende 212 kommunizierende Vorratskammer 
des ersten Kanals 

219 mit dem Ende 214 kommunizierende Vorratskammer 
des ersten Kanals 65 

220 Trennwand 
250 Zwischenraum 
252 PufFerzuleitung 



253 Pufferableitung 
256 Zwischenraumgang 
310 zweiter Kanal 

312, 314 gegeniiberliegende Enden des zweiten Kanals 
316 zweite Offnung 

318 mit dem Ende 312 des zweiten Kanals in Verbindung 
stehende Vorratskammer 

319 mit dem Ende 314 in Verbindung stehende Vorratskam- 



mer 



316 Bodenplatte 



Patentanspriiche 



1. Vorrichtung zur elektrophoretischen Auftrennung 
von Molekulen umfassend mindestens eine eine obere 
und eine untere Seite aufweisende Platte, einen zur 
Aufnahme mindestens eines ersten Trennmediums aus- 
gebildeten ersten Trennkanal, mindestens einen hierzu 
orthogonal verlaufenden zur Aufnahme eines zweiten 
Trennmediums ausgebildeten zweiten Kanal, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Trennkanal auf der 
oberen Plattenseite angeordnet ist und zu der unteren 
Plattenseite mindestens eine erste Offnung aufweist 
und 

der zweite Trennkanal auf der unteren Plattenseite an- 
geordnet ist und mindestens eine zweite Offnung auf- 
weist, 

wobei die erste Offnung des ersten Kanals und die 
zweite Offnung des zweiten Kanals miteinander ver- 
bunden sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zwischen dem ersten und zweiten Trenn- 
kanal ein Zwischenraum angeordnet ist, iiber den die 
erste Offnung und die zweite Offnung miteinander ver- 
bunden sind. 

3. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Kanal 
einen rechteckigen und/oder trichterformigen Quer- 
schnitt aufweist. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 oder 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Zwischenraum als ein 
unter dem ersten Trennkanal verlaufender Zwischenka- 
nal ausgebildet ist 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2-4, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Zwischenraum einen 
trichterformigen Querschnitt aufweist. 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung 
eine die obere Seite zurnindest teilweise verschlie- 
Bende Abdeckung aufweist. 

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung 
eine die untere Seite zurnindest teilweise verschlie- 
Bende Abdeckung aufweist. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 oder 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Abdeckung eine Platte 
und/oder eine Folie ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 oder 8, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Abdeckung der unteren 
Seite eine Platte ist, die eine zur ersten Platte weisende 
Oberflache umfasst, auf der der zweite Trennkanal an- 
geordnet ist. 

10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die erste Off- 
nung des ersten Trennkanals mittels einer durchlassi- 
gen Trennwand verschlossen ist. 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die zweiten 
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Trennkanale parallel verlaufende kapillare Trennka- 
nale sind. 

12. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Trenn- 
kanal und die zweiten Trennkanale sowie der Zwi- 5 
schenraum voneinander getrennt befullbar sind. 

13. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass sie als miniatu- 
risierter Fertigchip ausgebildet ist 

14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 10 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie Einrichtun- 
gen zum Berullen der Vorrichtung mit Reagenzien, L6- 
sungsmitteln, Puffer, Trennmedien und/oder zum Beia- 
den mit einer aufzutrennenden Probe, sowie An- 
schliisse zum Anlegen von elektrischer Trennspannung 15 
an die Trennkanale, umfasst. 

15. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche zur Analyse von Proben, 
zur Isolierung, Reinigung und praparativen Gewinnung 
von chemise hen Substanzen. 20 

16. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Substanzen RNA, DNA und/oder 
Proteine sind. 
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